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 要  約 
 
  Hrs（Hepatic growth factor-regulated tyrosine kinase substrate）は，小胞輸送関
連タンパク質で，ユビキチン化されたタンパク質のリソソームへの輸送と分解
に関与することが知られているが，生体内の B 細胞機能における Hrs の役割に
ついては明らかにされていない．本研究においては，Cre-loxP システムを用いて
B 細胞特異的 Hrs 欠損マウスを作製し，B 細胞機能における Hrs の役割ついて
調べた．その結果，Hrs 欠損マウスにおいては，血清中の抗体量ならびに抗原
依存性抗体産生の低下がみられた．また，in vitro において B 細胞を抗 IgM 抗体
により BCR 刺激を行ったところ，Hrs 欠損マウスにおいて細胞増殖の低下がみ
られた．そして，野生型マウスの B 細胞に比べ Hrs 欠損 B 細胞において膜表面
の BCR 発現が有意に低下していた．また，BCR の発現を遺伝子レベルで調べた
結果，差がなかったことから，Hrs は BCR の遺伝子レベルでの発現には関与せ
ず，タンパク質レベルでの発現に関与することが示唆された．次に，骨髄なら
びに脾臓における B 細胞の分化について調べたところ，骨髄における B 細胞の
初期分化においては野生型マウスと Hrs 欠損マウスの間で差はみられなかった．
しかしながら，末梢組織の脾臓では，transitional B 細胞ならびに marginal zone 
B 細胞が Hrs 欠損マウスにおいて減少していた．以上のことから，Hrs は末梢に
おける B 細胞分化ならびに B 細胞の生理機能において重要な働きをすることが
明らかとなった． 
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第 1 章 研究背景 
 
  細胞膜，小胞体，ゴルジ体，エンドソームおよびライソソーム等からなる
オルガネラ間で行われる物質輸送は小胞輸送と呼ばれ，細胞の恒常性維持なら
びに種々の機能発現に必須である．一般的に，細胞膜タンパク質は恒常的ある
いは刺激依存的に細胞内に取り込まれて分解されるが，この過程においてタン
パク質のユビキチン化が重要な機能を果たす（1-3）.例えば，上皮細胞増殖因子
（EGF）受容体のような膜タンパク質は，ユビキチン化されると，最初に ESCRT 
（Endosomal sorting complex required for transport）-0 複合体により認識され，続
いて ESCRT-Ⅰ，-Ⅱ，-Ⅲへと移行する（1）．ESCRT タンパク質はユビキチン化さ
れた膜タンパク質をエンドソームへ輸送する多分子性複合体を形成して，多胞
体（MVB）形成を調節する（1,2）．EGF あるいは IL-2 関連シグナル分子として同
定（4）された Hrs （Hepatic growth factor-regulated tyrosine kinase substrate） は
ESCRT-0 に属する小胞輸送タンパク質であり，多胞体形成やユビキチン化され
た膜タンパク質のリソソームへの輸送ならびに分解の調節に関与する（5-9）．Hrs
はその分子内に FYVEドメインを有し （10-12），また，二つのユビキチン結合部位，
すなわち，Vps27/Hrs/STAM （VHS）ドメインとユビキチン相互作用モチーフ 
（UIM）を有する（13,14）．これまでの研究において，Hrs 欠損マウス由来胚線維
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芽細胞（MEFs）では，EGF 受容体（7）やサイトカイン受容体である gp130（15）の
リソソームでの分解が著しく低下することから，Hrs がエンドソームソーティン
グ機構において重要な役割を果たすことが示唆されている（7,9）．また，Hrs 欠損
による gp130の分解障害は IL-6 シグナルの増強を引き起こすことも報告されて
いる（15）．そこで，Hrs が受容体タンパク質のターンオーバーや分解を通して B
細胞の機能制御に関与している可能性が推察される． 
  B 細胞の分化，選択，活性化ならびに免疫寛容は B 細胞表面に発現する B
細胞抗原受容体（BCR）とBCRを介したシグナル伝達に著しく依存している（16,17）．
BCR は膜結合型免疫グロブリンと α/β ヘテロ二量体を含む ITAM から成り（18），
恒常的にユビキチン化されてクラスリン被覆ピットで取り込まれる事が報告さ
れている（19，30-32）．また， BCR のユビキチン化は細胞内への取り込み，ならび
に BCR を介した抗原処理・提示を制御する （19-21）．そして，B 細胞の分化と活
性化においてE3リガーゼによるユビキチン化のプロセスが重要な役割を果たす
ことが報告されている（22-24）．しかしながら，ユビキチン化されたタンパク質を
輸送するESCRTタンパク質がB細胞機能において免疫学的にどのように関わっ
ているかについては明らかにされていない． 
  B 細胞は高度に厳密化された分化段階を有することが知られている（25,26）．
最も初期の骨髄プロ-B 細胞はプレ-B 細胞へと分化し，さらに未熟 B 細胞へと分
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化する．骨髄の未熟B細胞は自己抗原への結合活性により負の選択を受けた後，
骨髄から脾臓へと移動し，そして，未熟 B 細胞は脾臓で選択と成熟を経て新し
く transitional 1（T1）B 細胞となる．それから T1-B 細胞は濾胞へ移動し，そこ
で transitional 2（T2）B 細胞に分化する．T2-B 細胞はさらに選別され，アポトー
シスによって細胞死するか，辺縁（MZ）B 細胞か濾胞 B 細胞へ分化する（27）．
また，BCR の細胞表面における発現と BCR 複合体を通したシグナル強度は B
細胞の分化や活性化の運命を決めるために重要である（28）．また，B 細胞はクラ
ススイッチと増殖を含む液性免疫応答を制御するために CD4陽性 T細胞へペプ
チド-MHC クラスⅡ複合体を提示するが，B 細胞による抗原提示の強さは BCR
と抗原との結合ならびに取り込みに依存する（29）．BCR は恒常的にユビキチン化
されていることから（19,30），ESCRTタンパク質がBCRの細胞表面への発現やBCR
の取り込みに関与している可能性が考えられる． 
  Hrs 遺伝子欠損マウスを用いたこれまでの研究から，Hrs が形態発生や神経
細胞の発達や生存において重要な役割を果たしていることが示唆されている 
（33-35）．しかしながら，B 細胞における Hrs の機能については不明である．そこ
で，本研究では B 細胞における Hrs の生理機能を解明するために，Cre-loxP シ
ステムを用いて B 細胞特異的に Hrs を欠損したマウス（以下，Hrs 欠損マウス）
を樹立して解析を行った．その結果，Hrs 欠損マウスにおいては野生型マウスに
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比べ，脾臓中の transitional（T1,T2）B 細胞と MZB 細胞が減少していた．さらに
Hrs 欠損は抗原刺激に対する細胞増殖反応を低下させ，そして，反応性低下に関
係する細胞表面 BCR の発現の低下をもたらした．以上の結果は，Hrs が末梢に
おける B 細胞分化と活性化に関与し，液性免疫応答において重要な機能を果た
す分子であることを示している． 
5 
 
 
第 2 章  研究目的 
 
本研究は，液性免疫で中心的な役割を果たす B 細胞における Hrs の役割に
ついて機能解析を行い，B 細胞の発達ならびに機能発現において Hrs が必須の分
子であることを明らかにすることを目的とした． 
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第 3 章  研究方法 
   
  B 細胞特異的に Hrs を欠損するマウスと野生型のマウスから血清を採取し，
定常状態での血清中の抗体量ならびに抗原刺激後の血清中の抗体産生について
測定した．また脾臓 B 細胞を単離し，in vitro の系において抗原刺激を行い，B
細胞の増殖能を測定した．そして B 細胞表面の BCR の発現量はフローサイトメ
トリーで測定し，BCR の mRNAの発現は定量的リアルタイム PCR で測定した．
また，B 細胞の分化を調べるために骨髄細胞と脾臓細胞を採取し，各表面マーカ
ーに対する抗体を用いて染色し，フローサイトメトリーで測定した．以下にこ
の実験に用いた材料と実験方法を記載する． 
 
3.1 実験動物 
 B 細胞特異的に Hrs を欠損するマウスは，Hrsflox/flox マウス（C57BL/6 バッ
クグラウンド）（35）と mb1cre/+マウス（C57BL/6 バックグラウンド）（36）を交配し
て樹立した．野生型マウス（Hrs+/+;mb1cre/+：野生型）ならびに B 細胞特異的 Hrs
欠損マウス（Hrsflox/flox;mb1cre/+：Hrs 欠損）の確認は，耳片より得られた DNA を
PCR を用いて遺伝子型を決定した．マウスはいわき明星大学薬学部棟内の動物
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実験施設において specific-pathogen free（SPF）条件下で飼育，管理し，実験はい
わき明星大学動物実験委員会の指針に基づき行った． 
 
3.2 試薬と抗体 
  ヤギ抗マウス IgM F（ab’）2抗体とリポポリサッカライド（以下 LPS） （大
腸菌血清型 O55:B5） は，Jackson Immuno Reseach と Sigma-Aldrich からそれぞ
れ購入した．FITC-conjugated anti-mouse CD21（7G6）ならびに Biotin-conjugated 
anti-mouse CD23（B3B4）は BD PharMingen から，また，FITC-conjugated anti-mouse 
IgM （RMM-1），FITC-conjugated anti-mouse CD3（145-2C11），APC-および
PE-conjugated anti-mouse B220（RA3-6B2）と PE-conjugated anti-mouse CD19（6D5） 
は BioLegend から購入した．Biotin-conjugated anti-mouse IgD（ 11-26），
FITC-conjugated anti-mouse CD19（MB19-1）は eBioScience のものを使用した．
ウエスタンブロット法に用いた anti-mouse Hrs（C-7） は SantaCruz Biotech より，
また，BCR の取り込み実験に用いた biotin-conjugated anti-mouse IgM （Ⅱ/41） は 
eBioScience から購入した． 
 
3.3 B 細胞単離 
  マウスの B 細胞は，以下の方法により単離した．マウスから脾臓細胞を採
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取し，B220 Micro Beads（Miltenyi Biotec）を 4℃ で 15 分間反応して結合させ，
その後 Midi MACS（Miltenyi Biotec）にセットした MACS LS Column（Miltenyi 
Biotec）に脾臓細胞を添加し，カラムに結合した B 細胞を 0.5％BSA，2 mM EDTA
含有リン酸緩衝生理食塩液（pH7.2）で流出させ採取した．なお，FACS を用い
て B 細胞の純度を測定し，90％以上の純度であることを確認している． 
 
3.4 遺伝子の解析 
  マウスの genotypingならびに B細胞のDNAレベルでのHrs欠損の確認方法
ならびにプライマー設計は，全て玉井らの方法（35）に準じて行った．マウスの 
genotyping はマウスより耳片を採取して溶解後， forward プライマー
（ 5’-GATGATGAGATGTTTACC-3’ ） と reverse プ ラ イ マ ー
（5’-TTGTCCTTTACCTCTTAG-3’）を用いて PCR 解析を行った．また，DNA レ
ベルでの Hrs 欠損を確認するために，脾臓 B 細胞の DNA に，forward プライマ
ー（6851F：5’-TTGTTGAATGAGTAACAAGGGTGGT-3’）と reverse プライマー 
（9100R：5’-TGGATCCCATGAAATGGGGAACAGC-3’）を用いて PCR 解析を行
った．PCR 産物は野生型で 2.3 kbp，Hrs 欠損で 0.3 kbp である．mb1-cre 遺伝子
の確認は，forwardプライマ （ー5’-TTACCGGTCGATGCAACGAGTGAT-3’），reverse 
プライマー（5’-TTCCATGTGAGTGAACGAACCTGGTC-3’ ）を用いて行った． 
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3.5 RT-PCR 
  RT-PCR を用いた RNA レベルでの Hrs 欠損の確認は玉井らの方法（35）に準
じて行った．まずマウス脾臓 B 細胞を採取し，ISOGEN（ニッポン・ジーン）に
溶解し，クロロホルムを加えて遠心し RNA を含む水層を採取した．さらにイソ
プロピルアルコール沈殿を行い，total-RNA を抽出した．total-RNA を Prime Script 
RT-PCR Kit（タカラバイオ）を用いて，添付のプロトコールに従い，逆転写反応
させ相補的 DNA を合成した．PCR は，同キットを用い，forward プライマー 
（HrsE1F：5'-GAGGCAGCGGCACCTTCGAG-3'）と reverse プライマ （ーHrsE7R：
5'-ATGGCATTCCTCAGCATCCA-3'）と RT 反応液を用いて行った．PCR 反応は，
94℃で 2 分間反応後，94℃で 1 分間，65℃で 1 分間，72℃で 1 分間のサイクル
を 30 回繰り返し行った． 
 
3.6 ウエスタンブロット法 
  ウエスタンブロット法は，以下の方法で行った．マウス脾臓 B 細胞を細胞
溶解緩衝液（1% Nonidet P-40，40 mM Tris-HCl（pH7.5），150 mM NaCl，2 mM EDTA，
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride，20 fEq/ml Aprotinin）で溶解した後，不溶性
の細胞片を遠心分離（10,000×g，20 分，4℃）で除去した．抽出したタンパク
質を定量後，一定量を分取して EzApply（ATTO）と混合し，100℃ 5 分間加熱
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した．その後ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（SDS-PAGE） で分離し，PVDF 膜（Millipore）に転写した．転写後の PVDF 膜
を 5％スキムミルク，0.1％Tween20 含有トリス緩衝生理食塩液でブロッキングを
行い，その後，一次抗体を 4℃で 12 時間反応させた．反応後に西洋ワサビペル
オキシダーゼ標識 2 次抗体を室温で 1 時間反応させ，Super Signal West Pico 
Chemiluminescent Substrate（サーモフィッシャーサイエンティフィック）で発光
させ，ルミノイメージアナライザーLAS-3000（富士写真フイルム）を用いて検
出した．検出したデータは Multi Gauge（富士写真フイルム）を用いて分析した． 
 
3.7 フローサイトメトリー 
  骨髄ならびに脾臓細胞を採取した後，Fc 受容体への非特異的な結合を防ぐ
ために 2.4G 抗体で 4℃ 20 分間反応させた後，前述の「3.2 試薬と抗体」の項
に記した種々の抗体を用いて，細胞と抗体を 4℃ 20 分間反応させた．その後，
染色した細胞を FACS Canto Ⅱフローサイトメーター（Becton Dickinson）で蛍
光強度を測定した．そして解析には FACS Diva software を用いた． 
 
3.8 抗体量測定 
  マウスの血清中の抗体量は ELISA 法を用いて以下の方法で測定した（37,38）．
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96 穴プレートに一次抗体のヤギ抗マウス IgM，IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3 抗体 
（Southern Biotechnology）を結合させた後，非特異的な反応を防ぐために 1%BSA 
含有リン酸緩衝生理食塩液でブロッキングを行った．そして，希釈した血清ま
たは各標準抗体を加えて室温で 1 時間反応させ，プレートを洗浄後，二次抗体
のアルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗マウス IgM，IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3
（Southern Biotechnology）を加えて室温で 1 時間反応させた．その後，
p-Phenylphosphate Liquid Substrate System（Sigma-Aldrich）を加えて発色させ，450 
nm の吸光度を測定し，標準抗体から作成した検量線から血清中の抗体量を算出
した． 
 
3.9 抗原刺激 
  野生型マウスならびに Hrs 欠損マウスに 2,4,6-trinitro-phenol-conjugated 
keyhole limpet hemocyanin（TNP-KLH）または 2,4,6-trinitro-phenol-conjugated LPS
（TNP-LPS）を 0.2 ml（0.1 mg/ml リン酸緩衝生理食塩液）腹腔内投与し，2 週
間後に同じ量を再び腹腔内投与した．その 2 週間後に採血し，血清を分離して
TNP 特異的抗体産生量を ELISA 法で測定した．抗体産生量は吸光度で評価した． 
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3.10 細胞増殖試験 
  脾臓 B 細胞の培養は 10％ウシ胎児血清，50 μM 2-メルカプトエタノール，
ペニシリン /ストレプトマイシン（ Invitrogen Life Technologies）を加えた 
RPMI-1640（和光純薬）培地で行った．細胞増殖反応は細胞増殖 ELISA,BrdU 発
色キット（Roche Applied Science）を用いて測定した．すなわち，1×105の脾臓
B 細胞を 96 穴平底培養プレートに培養し，ヤギ抗マウス IgM F（ab’）2 抗体ま
たは LPS を添加後 48 時間培養を行い，培養終了 2 時間前に BrdU 標識溶液を加
えた．培養終了後，遠心分離して培地を取り除き，キットに付属の細胞固定液
を加えて細胞を固定した．細胞固定液を除去後，ペルオキシダーゼ標識抗 BrdU
抗体を結合させ，プレートを洗浄後，ペルオキダーゼの基質を加え，450 nm の
吸光度を測定した． 
 
3.11 定量的リアルタイム PCR 
  脾臓 B 細胞を採取後，total-RNA を抽出し，ランダムプライマーを用いて逆
転写反応を行い，相補的 DNA を合成した．そして相補的 DNA と，膜型 IgM 特
異的プライマーを用い，常法通りに SYBR Green（タカラバイオ）を用いた定量
的 PCR を 行 っ た ． PCR に は forward プ ラ イ マ ー
（ 5’-CTATACCTGTGTAGGCCACGAG-3’ ） と reverse プ ラ イ マ ー
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（5’-AGGCAGTGGTCCACAGGTTC-3’）を用いた． 
 
3.12 BCR の細胞内取り込み 
  BCR の細胞内取り込みの測定は，Katkere ら（39）の方法を一部改変した以下
の方法で測定した．脾臓 B 細胞をビオチン標識抗 IgM 抗体（10 μg/ml）と 4℃ 20
分間反応させた後，氷冷 RPMI-1640 培地で洗浄し，その後，37℃で各時間まで
培養を行った．培養終了後，4℃で streptavidin-allophycocyanin（SA-APC：
BioLegend）と on ice で 20 分間反応させ，FACS Canto Ⅱで測定した．細胞表面
の IgM を平均蛍光強度（MFI）で表し，0 時間を 100 としてそれぞれの時間の
MFI の割合を算出した． 
 
3.13 統計処理 
  データはそれぞれ平均値±標準偏差で表した．統計処理（有意差検定）は
Student’s t-test を用いて行い，P < 0.05 （＊），P < 0.005 （＊＊）で統計学的に有意
性があると判定した． 
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第 4 章  研究結果 
 
4.1 B 細胞特異的 Hrs の欠損 
  Hrs 欠損マウスは，胎生期 10.5 日で死ぬため（33），B 細胞特異的に Hrs を欠
損するマウスを樹立した．マウスは Hrsflox/floxマウス（35） と mb1cre/+ノックインマ
ウス （36）を交配して Hrsflox/+ mb1cre/+マウスを樹立し，さらにもう 1 世代交配を
行い，Hrs+/+mb1cre/+（野生型マウス）ならびに Hrsflox/flox mb1cre/+（Hrs 欠損マウス） 
を作出した．そして，野生型マウスならびに Hrs 欠損マウスの脾臓から B 細胞
を分離し，遺伝子レベルならびにタンパク質レベルで Hrs 欠損の確認を行った．
その結果，図 1 に示すように，DNA（図 1B），RNA（図 1A）ならびにタンパ
ク質（図 1C）のいずれにおいても Hrs の欠損が確認された． 
 
4.2 体重ならびに脾臓 B 細胞数の変化 
  野生型マウスと Hrs 欠損マウスの成長（体重）は図 2 に示すように，雌雄
共に差はみられなかった．また，Hrs 欠損マウスの生殖能力は正常であった． 
次に，野生型マウスと Hrs 欠損マウスの脾臓の大きさならびに重量を調べ
た．その結果，図 3B に示すように，野生型マウスでは脾臓の大きさならびに重
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量は週齢と共に増加するのに対し，Hrs 欠損マウスでは増加がみられなかった．
また，9 週齢（8～10 週齢），20 週齢（18～20 週齢），40 週齢（37～40 週齢）
における野生型マウスと Hrs 欠損マウスの脾臓細胞数（図 3C）ならびに脾臓 B
細胞数（図 3D）を調べたところ，いずれも野生型マウスに比べ Hrs 欠損マウス
において有意な減少がみられた． 
 
4.3 血清抗体量ならびに抗原特的抗体産生 
  抗体産生における Hrs の機能を明らかにするために，8～11 週齢の野生型マ
ウスならびに Hrs 欠損マウスの血清中の抗体量（IgM，IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3）
を測定した（図 4A）．その結果，Hrs 欠損マウスの血清中の IgM 量ならびに IgG 
（IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3）量は，野生型マウスに比べ有意に減少していた． 
次に，抗原特異的免疫応答にどのような影響を及ぼすかについて調べるた
めに，T 細胞依存性または T 細胞非依存性抗原に対する抗体産生について検討
を行った．野生型マウスと Hrs 欠損マウスに T 細胞依存性抗原（TNP-KLH）な
らびに T 細胞非依存性抗原（TNP-LPS）を 2 回免疫し，最終免疫 2 週間後にそ
れぞれのマウスから血清を採取して，抗原特異的な抗体量を測定した．その結
果，T 細胞依存性抗原（TNP-KLH）に対する抗原特異的な抗体産生においては，
IgM 産生ならびに IgG 産生（IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3）のいずれも，Hrs 欠損
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マウスは野生型マウスに比べて低下していた（図 4B）．また，T 細胞非依存性
抗原（TNP-LPS）に対する抗原特異的な抗体産生は，Hrs 欠損マウスにおいて，
IgG1，IgG2a，IgG3 産生が低下していた（図 4C）．これらの知見から，Hrs は
生体内での抗体産生において重要な役割を果たすことが示唆された． 
 
4.4 in vitro における B 細胞増殖反応 
  B 細胞の増殖反応における Hrs の影響を検討するために，野生型マウスと
Hrs 欠損マウスの B 細胞を用いて，BCR 刺激（抗 IgM F（ab’）2抗体）ならびに 
TLR4 刺激（LPS）を行い，細胞増殖を調べた．その結果，図 5 に示すように，
Hrs 欠損 B 細胞における BCR を介する細胞増殖反応は野生型に比べ，刺激抗体
の濃度にかかわらずその増殖は障害されていた（図 5A）．一方，LPS 刺激によ
る細胞増殖反応は，野生型 B 細胞と Hrs 欠損 B 細胞に差はみられなかった（図
5B）．これらのことから，Hrs は BCR を介する免疫応答において重要な機能を
果たすことが示唆された． 
 
4.5 B 細胞表面における BCR 発現 
BCR 刺激による細胞増殖反応が Hrs 欠損により減少したことから，Hrs 欠損
B 細胞における BCR の発現低下が予想される．そこで，次に野生型マウスと Hrs 
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欠損マウスの B 細胞表面における BCR 発現を抗 IgM 抗体を用いて調べた（図
5C）．その結果，Hrs 欠損 B 細胞における細胞表面 IgM の平均蛍光強度（Mean 
Fluorescence Intensity；MFI）は野生型 B 細胞に比べて有意に低下していた（図
5D）．これらのことから，Hrs は B 細胞における BCR 発現調節において重要な
役割を果たすことが示唆された． 
 
4.6 mRNA レベルでの BCR の発現量の比較 
  Hrs 欠損マウスの B 細胞表面において，BCR の発現量が低下していたこと
から，その原因を探るために，Hrs が BCR の転写制御に関与しているかどうか
を mRNA レベルで検討した．その結果，図 5E に示す通り，野生型と Hrs 欠損
マウスの B 細胞において，BCR mRNA の発現量に差が認められなかった． 
  この結果から，Hrs は BCR の遺伝子発現には関与せず，BCR 翻訳後にその
発現量を制御する可能性が示唆された． 
 
4.7 BCR の取り込み 
  図 5D に示されるように，B 細胞の細胞表面における BCR 発現は野生型に
比べ Hrs 欠損において低下していることから，そのメカニズムの一つとして，B
細胞表面から細胞内への BCR 取り込みが亢進している可能性が考えられる．そ
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こで，次に B 細胞表面からの BCR 取り込みについて調べた．その結果，図 6B
に示すように，Hrs 欠損 B 細胞における BCR 取り込みは野生型に比べ促進され
ている傾向がみられた．しかしながら，有意な差はみられなかった． 
これらの結果から，Hrs は抗原未刺激時における B 細胞表面からの BCR 取
り込みには関与していないことが示唆された． 
 
4.8 骨髄ならびに脾臓における B 細胞分化 
  Hrs 欠損マウスにおいては，脾臓 B 細胞の減少や血清中の抗体量の減少など
がみられることから，次に，B 細胞分化に異常がないかどうか調べた．B 細胞分
化における Hrs 欠損の影響についての検討は，野生型マウスと Hrs 欠損マウスの
骨髄ならびに脾臓を用いて，各分化段階において発現する細胞表面マーカーに
対する種々の抗体を用いてフローサイトメトリーで解析した（図 7-1, 2）．B 細
胞は骨髄において多能性幹細胞からプロ-B 細胞，プレ-B 細胞へと分化し，さら
に未熟 B 細胞へと分化し，未熟 B 細胞は自己抗原への結合活性により負の選択
を受けた後，骨髄から脾臓へと移動する．そこで，今回の研究においては，骨
髄における B 細胞集団をプロ/プレ-B 細胞（Pro/Pre：IgM－，B220low），未熟 B
細胞（IM：IgM+，B220low），再循環成熟 B 細胞（RC：IgM+，B220high）に分け
て調べた（図 7-1A，B）．その結果，図 7-1B に示すように，骨髄のいずれの分
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化段階においても，野生型マウスと Hrs 欠損マウスで差はみられなかった． 
  一方，未熟 B 細胞は骨髄から脾臓に移動し，transitional（T1，T2）B 細胞を
経て Follicular mature（FO）B 細胞と Marginal zone（MZ）B 細胞に分化する．そ
こで，Hrs 欠損が末梢での B 細胞分化にどのような影響を及ぼすかについて脾臓
細胞を用いて調べたところ，図 7-1C ならびに図 7-1D に示すように，野生型に
比べ Hrs 欠損マウスでは，T1-B 細胞（B220+IgM+IgDlow）と T2-B 細胞
（B220+IgM+IgD+）の割合が有意に減少していた．また，図 7-2E ならびに図 7-2F 
に示すように，MZB 細胞の割合も野生型マウスに比べ Hrs 欠損マウスにおいて
減少していた． 
また，BCR を介するシグナルは末梢におけるリンパ球分化のために必要で
あることから（28,40），T1-B 細胞ならびに T2-B 細胞における細胞表面 BCR の発現
量を IgM の平均蛍光強度を算出したところ，図 7-2G に示すように，細胞表面
BCR の発現量は T1-B 細胞ならびに T2-B 細胞および FO-B 細胞のいずれの集団
においても，野生型マウスに比べ Hrs 欠損マウスにおいて低下していた．以上
の結果から，Hrs は骨髄における B 細胞分化においては影響を与えないが，末梢
における B 細胞分化において重要な役割を果たすことが示唆された． 
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第５章  考 察 
 
 これまでに，B 細胞機能における ESCRT タンパク質の働きについての報告
はない．本研究では，ESCRT-0 タンパク質である Hrs が，抗原刺激に対する反
応性調節ならびに末梢における B 細胞分化に関与していることから，Hrs は生体
内におけるB細胞の機能調節において重要な機能を有することを明らかにした． 
 はじめに，B 細胞において最も重要な機能の一つである抗体産生について調
べたところ，抗原未刺激時の血清中抗体量は，IgM ならびに IgG のいずれのサ
ブクラスにおいても野生型マウスに比べ Hrs 欠損マウスにおいて減少していた．
また，抗原依存性の抗体産生について調べたところT細胞依存性抗原刺激では，
IgM ならびに IgG のいずれのサブクラスにおいても Hrs 欠損マウスの抗体産生
量が野生型マウスに比べて減少しており，T 細胞依存性抗原に対する抗体産生に
おいて Hrs が重要な機能を果たすことが示唆された．これらの結果は，Hrs 欠損
マウスの脾臓 B 細胞数（図 2E）の減少ならびに抗原刺激に対する反応性の低下
を反映していることが考えられる．一方，T 細胞非依存性抗原刺激においては，
IgG1，IgG2a，IgG3 の産生において差は見られたが，IgM と IgG2b の抗体産生に
は有意な差が見られなかったが，これらの原因については明らかではなく，今
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後の研究課題である．また，Hrs 欠損マウスでは脾臓 B 細胞数が減少しているこ
とから，Hrs 欠損マウスにおいては B 細胞分化に異常があるのではないかと考え，
骨髄ならびに脾臓における B 細胞の分化について調べた．その結果，Hrs 欠損は
骨髄における初期段階の B 細胞には異常は示さなかったが，脾臓において，T1-B
細胞，T2-B 細胞，ならびに MZB 細胞の減少をもたらした．このことは，Hrs が
末梢B細胞の分化調節において重要な働きをしていることを示している．なお，
骨髄と脾臓の B 細胞における Hrs の発現量に差は見られなかったものの（デー
タ未提示），B 細胞の各分化段階で Hrs の発現量が変化し，その変化により B 細
胞分化が制御される可能性は否定できず，今後の解析が必要である． 
これまでに，末梢における B 細胞の分化においては BCR からのシグナルが
必要であり（28,40），BCR の強いシグナルにより T1-B 細胞は T2-B 細胞に分化する
ことが知られている（41）．図 7-1C，D に示すように，Hrs 欠損マウスにおいては
T1-B 細胞の BCR 発現が低下していることから，BCR からのシグナルが弱いた
めに T2-B 細胞への分化能力が低下し，その結果，T2-B 細胞の減少がみられた
可能性が考えられる．本研究では，Hrs 欠損により細胞表面の BCR 発現量が低
下するために分化が低下するという仮説を立てているが，Hrs 欠損によって BCR
のシグナル強度に差があるかどうかという点についても今後比較検討していく
必要がある．また，図 5 に示すように，Hrs 欠損により脾臓 B 細胞（B220+）膜
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上の BCR 発現が低下しており，そして，抗原受容体刺激後の細胞増殖も低下し
ていた．これらのデータは，Hrs が B 細胞分化の抗原受容体レベルとシグナル強
度を一定に保つ役割を持つことを示している．近年，自己免疫疾患に B 細胞の
関与が注目されてきている．自己反応性 B 細胞は BCR の強い刺激によりアポト
ーシスを起こし，負の選択を受けるが，Hrs の欠損により BCR の刺激が低下す
ると，自己反応性 B 細胞の負の選択が起きにくくなる可能性が考えられるが，
本研究においては BCR のシグナル強度については検討していないため，自己反
応性 B 細胞の選択については，今後詳細に検討する必要がある．一方，in vitro
での抗原刺激後の B 細胞のアポトーシスを，Annexin V と propidium iodide で染
色測定したところ，Hrs 欠損の B 細胞で Annexin V 陽性集団が増加していた（デ
ータ未提示）．このことから Hrs 欠損 B 細胞で抗原刺激後の細胞増殖が低下する
原因の一つとして，B 細胞のアポトーシスも関与している可能性が考えられる．  
すでに報告されているように，成長ホルモン受容体のような細胞膜タンパ
ク質の取り込みはユビキチン化を経て起こり，ユビキチン化されて取り込まれ
た後，後期エンドソームへのルートをたどる（30, 42）．Hrs はユビキチン化された
タンパク質に結合することがわかっており（5-9），また，BCR はユビキチン化さ
れて細胞内に取り込まれること（43-46）が分かっている．そこで，Hrs がユビキチ
ン化されたBCRのB細胞表面からの取り込みを調節している可能性が考えられ
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る．このことを明らかにするために，B 細胞表面からの BCR の取り込みを調べ
たところ，図 6 に示すように Hrs 欠損 B 細胞における BCR の取り込みは野生型
に比べて促進される傾向はあるものの，有意な差はみられなかった．このこと
から，Hrs は抗原未刺激時における BCR の細胞内への取り込みに関与している
可能性は低いと考えられる．しかしながら，抗原刺激依存的な BCR の細胞内取
り込みに Hrs が関与しているかどうかは明らかではない．従って，BCR の細胞
内への取り込みにおける Hrs の関与については更なる検討が必要である．また，
野生型とHrs欠損B細胞において BCR mRNAの発現量に差は認められなかった
（図 5 E）．これらのことから，Hrs 欠損 B 細胞で見られる細胞表面の BCR 発現
低下には，細胞内から膜表面への輸送，あるいは細胞内における分解など，他
のメカニズムが関与している可能性が考えられ，細胞表面における BCR 発現調
節メカニズムの解明にはさらに詳細な研究が必要である． 
  Signal-transducing adaptor molecule（STAM）1 と STAM2 はユビキチン化され
た物質の小胞輸送に関与しており，Hrs と STAM の複合体形成は ESCRT-0 複合
体の機能形成に必須である．以前の研究において，STAM1 と STAM2 の両方を T
細胞において欠損させたマウスでは，胸腺における T 細胞分化が障害されるこ
とが明らかにされている（47）．このことは初期の T 細胞分化において ESCRT-0
が重要な機能を有していることを示唆している．さらに，T 細胞特異的に Hrs
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を欠損させたマウスではT細胞が欠損することが分かっている．しかしながら，
本研究においては，図 7 に示すように初期の B 細胞分化は正常であったことか
ら，Hrs と STAM を含む ESCRT 複合体は，T 細胞と B 細胞の初期発達において
異なる役割を有している可能性が考えられる． 
 本論文においては，B 細胞の分化と機能発現において ESCRT-0 タンパク質
が重要な機能を果たすことを明らかにした．ESCRT 分子が関与するタンパク質
輸送は，免疫受容体の取り込みのみならずリソソームでの分解においても重要
な機能を果たしてことから，おそらく抗原の分解と提示にも関与しており，免
疫機能における ESCRT 複合体の更なる解析が必要である． 
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第 6 章  結 語 
 
  Hrs は末梢における B 細胞分化と活性化に関与し，液性免疫応答において重
要な機能を果たす分子であることが明らかとなった． 
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図 
 
（図の説明） 
 
図 1. Hrs 欠損の確認  
A，野生型マウスならびに Hrs 欠損マウスから脾臓 B 細胞を分離し，RNA を抽
出した後 RT-PCR を行い，RNA レベルでの Hrs 遺伝子の欠損を確認した．B，野
生型マウスならびに Hrs 欠損マウスの脾臓 B 細胞から DNA を抽出後 PCR を行
い，DNA レベルでの Hrs 遺伝子の欠損を確認した．C，野生型マウスならびに
Hrs 欠損マウスの脾臓 B 細胞を分離し，細胞溶解した後，ウエスタンブロット法
にてタンパク質レベルでの Hrs の欠損を確認した．内因性コントロールとして 
Tubulin の結果を示す． 
 
図 2. Hrs 欠損マウスの体重変化 
A，B， 野生型マウス（雄；●，雌；■）と Hrs 欠損マウス（雄；○，雌；□）
の 2 週齢から 15 週齢までの体重の変化を示した．A は雄（15 匹）を，B は雌（15
匹）のグループを示す． 
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図 3. Hrs 欠損マウスの脾臓の変化 
A，B，8 週齢，20 週齢，40 週齢の野生型マウス（各 6 匹）と Hrs 欠損マウス（各
6 匹）の脾臓の大きさ（A）ならびに脾臓重量（B）を示す．C，D，9 週齢（8
～10 週齢），20 週齢（18～20 週齢），40 週齢（37～40 週齢）における野生型
マウスと（各 6 匹）Hrs 欠損マウス（各 6 匹）の脾臓細胞数（C）ならびに脾臓
B 細胞数（D）を示す． 
 
図 4 血清抗体量ならびに抗原依存的抗体産生  
A，8～11 週齢の野生型マウス（12 匹）ならびに Hrs 欠損マウス（12 匹）から採
取した血清中の IgM，IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3 を ELISA 法にて測定した．  
B，8～11 週齢の野生型マウス（6 匹）ならびに Hrs 欠損マウス（6 匹）の腹腔に
TNP-KLH または TNP-LPS を投与し，2 週間後に腹腔に再投与を行い，再投与 2
週間後の血清中の IgM，IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3 を ELISA 法にて測定した．  
 
図 5 脾臓 B 細胞の細胞増殖反応と BCR 発現 
A，B 野生型マウスならびに Hrs 欠損マウスから脾臓 B 細胞を精製し，抗 IgM
抗体（抗マウス IgM F（ab’）2抗体：0, 10, 20 g/ml）（A）または LPS（0, 3, 6 g/ml）
（B）を添加後 48 時間培養し，細胞増殖を Cell Proliferation Kit で測定した．細
胞増殖の割合は吸光度（450 nm）であらわした．C，野生型マウスならびに Hrs
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欠損マウスから脾臓 B 細胞（B220+）を抗 IgM 抗体で染色し，IgM（BCR）の蛍
光強度をヒストグラムで示した．D，C のヒストグラムから算出した細胞表面の
IgMの発現の強さを平均蛍光強度MFIで表し，野生型とHrs欠損で比較した．E，
野生型および Hrs 欠損マウス（各 n＝3）の脾臓 B 細胞から total-RNA を採取し，
BCR の mRNA の発現量を定量的リアルタイム PCR で測定した．野生型 B 細胞
のBCR mRNAのGAPDH mRNAに対する相対的発現量の平均値を 1としてグラ
フに示す． 
 
図 6 BCR の取り込み 
 野生型マウスならびに Hrs 欠損マウスの脾臓 B 細胞に，ビオチン標識抗 IgM
抗体を 4℃で 20分間反応させ，洗浄後，37℃で 10，20，30分間培養した後，SA-APC 
と 4℃で 20 分間反応させ，フローサイトメーターで測定した．0 時間の蛍光強
度を 100％として各時間における取り込みの割合を算出した．なお，測定には，
8～11 週齢のマウスを各 3 匹ずつ使用した． 
 
図 7 骨髄ならびに脾臓における B 細胞分化 
 A，B，野生型マウスと Hrs 欠損マウスの骨髄細胞を抗 IgM 抗体，抗 B220 抗
体で染色後，フローサイトメーターで測定し，骨髄におけるプロ/プレ-B 細胞
（Pro/Pre：IgM－，B220low），未熟 B 細胞（IM：IgM+，B220low），再循環成熟 B
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細胞（RC：IgM+，B220high）の割合を示した．C～F，野生型と Hrs 欠損マウス
の脾臓細胞を各抗体で染色後，フローサイトメトリーで測定し，各分化段階の
細胞の割合および細胞数を示した．すなわち，FM：follicular mature B 細胞
（IgMintIgDhi），T1：T1-B 細胞（IgMhiIgDlo），T2：T2-B 細胞（IgMhiIgDhi），MZB：
marginal zone B 細胞（CD21hiCD23lo），FO：follicular B 細胞（CD21intCD23hi）で
ある．G，T1，T2，FO の各分化段階における細胞表面の IgM の発現の強さを
MFI で表した．測定には，8～11 週齢のマウスを各 7 匹使用した． 
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